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論 文 内 容 要 旨
植物 ウイルスの感染、増殖はウイルス粒子が傷や虫媒等によ り宿主細胞へ導入されることに始ま
る。ウイルスが宿主細胞内に導入されると、ウイルス外被タンパ ク質(CP)と ウイルス核酸が解
離する、いわゆる脱外被が行われる。脱外被によりウイルスRNAが 露出すると、ウイルスの複製
および増殖が始まり、続いて新生CPとRNAが 集合 してウイルス粒子が形成 され、ウイルスの生
活環は完結する。ウイルス粒子の脱外被、および粒子形成のメカニズムはまだ解明されていないが、
タバコモザイクウイルスでは 並vitroにおける解離および再構成の研究からい くつかのメカニズ
ムが推測されている』
キュウリモザイクウイルス(CMV)は 宿主範囲が広 く農業上重要な植物病原ウイルスである。
CMVは球状で外被タンパク質は180個のサブユニ ットから成 り、ゲノムは3粒 子分節型である。ウ
イルスゲノムのコー ドするタ ンパク質の機能およびゲノム複製に関 しては既に多くの知見が得 られ
ているが、脱外被および粒子形成の機構に関しては未だ不明な点が多い。本研究はCMV黄 斑系統
(CMV-Y)を供試 して、それらを解明するための糸口を見い出すために、並}塑 におけるウ
イルス粒子の解離、再構成な らびに植物体内におけるウイルスの形態について検討を行 った。
i.ウイルス粒子の解離
1,ウ イル ス粒子のLiClによる解離
CMV粒 子構造を安定化させている要因を明 らかにするため、イオ ン強度に着目しCMV粒 子の
安定性について検討 した。ウイルス粒子を塩化
リチウム溶液中でインキ ュベー トす ることによ
りイオ ン強度とウイルス粒子構造変化との関連
を調べた結果、高イオ ン強度下でウイルス粒子
の解離が認め られた(Fig.1)。また粒子の膨潤、
続いてRNAと 外被タンパク質との完全な分離
という解離プロセスも明 らか となった(Fig.2)。
解離反応にはイオン強度だけではなく温度も影
響 しており、ウイルス粒子の高イオ ン強度下で
の解離反応は凍結融解処理、室温処理、低温処
理の順に加速された(Fig,3)。これ らのことよ
りCMV粒 子の構築にはRNA、 外被タンパク
質問のイオ ン結合が関与 してお り、高イオ ン強
度下ではRNA、 外被タンパ ク質間の結合力が
低下するために粒子の崩壊が起きると考えられ
た。CMVは 分節ゲノム型のウイルスであるが
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Fig.1.Sedimentationprofilesofdissociated
CMVvirionsin10-40%sucrosedensitygradi-
ants.Viriondissociationwascarriedoutwith(a)
buffer,{b》05MLiCl,(c)1MしiCII(d}2MLiCl,
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Fig.2.ElectronmicrographsofLiCItreatedCMVvirions.
CMVvirionsweretreatedwith(a)buffer,(b)iMLiCIat4ｰC
for2h,(c)1MLiClat-70ｰC,(d)2MLiClat4ｰCfor2hand
(e)2MLiCIat-70ｰC.Sarrepresents100nm.
Fig.3.Sedimentationprofiles fdissociated
CMVvirionsin10to40%sucrosedensity
gradients.CMVviriondissociationwascarried
outwith(a)buffer,2MLiCIfor2hat(b)4ｰC,(c)
roomtemperatureand(d)一70ｰC.
感染細胞内で1つ の粒子に全てのRNA種 が含まれてい
るのではなく、それぞれのウイルス粒子にはそれぞれ異
なるRNAが 含まれていると考えられている。そこでイ
オ ン強度に対する粒子の安定性がそれに含まれるRNA
の違いによって異なるのか検討 した。不安定なウイルス
粒子のみが解離する条件下でウイルス粒子の解離を行い、
解離によりフリーとなったRNAお よびウイルス粒子構
Table1.ProportionsofRNAcomponents
ProportionsofRNAcomponents(%)
F鳳ction8ユ+Z34S亀tellite
?
? 16.621.614.247.6
20.027.516.236.3
Pmpo眞ion50fRNAcompo皿εnこ5werod¢こe口!1inじd
byeleclrophuresisusing1.590agaroseprls.
8}F瓢Cこion51渣nd2直ndic馳`e績slOW彫rsgdi腱1聖1量【il 9
fractionandafastersedimenlingfraction,respective/y.
成RNAそ れぞれのRNAセ グメン ト比をアガロースゲル電気泳動によ り検討 した結果、両者間に
顕著な差は認められず、含まれるRNA種 が異なっていても粒子の安定性は変わらないと考え られ
た(Table1)。しか し一方ではウイルス粒子の解離プロセスを検討した結果より、RNA4お よびサ
テライ トRNAの外被タンパク質との結合親和牲は他のRNAよ りも低いことが予想 された(Fig・
4,5)0
2,外被 タンパク質の安定性および構造解析
(1)外被 タ ンパ ク質の崩壊
高イオン強度によるウイルス粒子の解離はウイルス粒子構造を形成するRNA一 外被タンパク質
問のイオン結合が乱された結果起きたものであり、界面活性剤およびタンパク質変性剤処理等によ
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Fig.4.Sedimentationprofilesofdissociat-
edCMVvirionsin10to40%sucrosedensト
tygradients.CMVviriondissociationwas
carriedoutwith(a)buffer,1MLiCIfor(b)
Oh,(c)2hand(d)20h.
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Fig.5.DistributionofCMVRNAcomponentsin
70to40%sucrosedensitygradient.After
densitygradientcentrifugation,thegradients
werefractionatedandtheRNAcomponentsin
eachfractionwereanalyzedby1.5%agarose
gelelectrophoresis.Viriondissociationwas
carriedoutwithlMlaClfor(a)2hand(b)20h,
Lanenumbersindicatedthefractionnumbers,
Lanelwasthetopfraction,andlanetOwas
thebottomfraction.
被タンパ ク質のN末 端領域が切断されたこと、
外被タ ンパ ク質のN末 端領域は リジンおよび
アルギニンに富んでいることなどから、この
N末端領域が粒子形成に関しRNAと 結合す
るなど何 らかの関与を している可能性が示唆
された。この崩壊の原因はchymotrypsinおよ
びproteinaseKであることが予想されたが、
感染タバ コ葉か らも解離により生じた外被タ
ンパク質崩壊産物に類似 したタンパク質が検
出されたため、invitroにおける外被タンパ
る外被 タンパ ク質 自体 の変性 による解 離 とは異 なる もので ある。 しか し高 イオ ン強度に よる解離 に
よ りフ リー とな った外被 タ ンパ ク質サ ブユニ ッ トはその安定性 を急速 に低 下 し、外 被タ ンパ ク質 サ
ブユニ ッ ト自体 の崩壊(変 性)が 生 じた(Fig.6)。この崩壊 は外被 タ ンパ ク質 のN末 端側 に存在す
る親水 性の高 い領域で あ る第35、47アミ、ノ酸 一一r、_一 冗 ・1、 、
麗 の・末㈱ の切断により生じた・とカ・崩 .串・∴ ギ1∵ ゼ 夢一至、
壊タ助 質の・末端ア・ノ酸配列分析より 、6∴凱 衡 図 治
明 らか と な っ た 。 フ リ ー に な る こ と に よ り外 ㌧.r'、-∴ 、 論 御.
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Fig.6.AnalysisofCMVcoatproteinbyWesternblot-
ting.(a)Detectionofcoatproteindegradation.Purified
CMV(lane1)ortotal.cellhomogenatescorresponding
tofreshtissuefrommock-inoculated(lane2)orCMV-
inoculated(lane3)tobaccoleafat7dayspost-
inoculationorCMVviriontreatedwith2MLiCIat4ｰCfor
overnight((ane4)wereanalyzed.(b)Effectofpro-
teaseinhibitoronproteindegradation.Controltreated
(lane1)orproteaseinhibitortreated(lane2)CMVvi-
rionsweretreatedwith2MLiCIat30ｰCfor2h.
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ク質の崩壊は感染植物より由来 したプロテアーゼによるものであると考え られた(Fig.6)。
(2)ペ プ タイ ドマ ッ ピ ング
ウイルス粒 子のtrypsin感受性 について検 討 した。CMVは2つ のサ ブグルー プに類 別 され るが 、
サブグループUに 属す るCMV-Sはtrypsinに対 して非感 受性であ ると報告 され てい る。 しか しサ
ブグループ1に属す るCMv-Y、CMV-Lお よびcMv一 〇は感受性を示 した(Fig,7)。しか し他
の球状 ウイル スでみ られ るよ うな数 カ所 に限 られた限定的な消化で はな く、CMVの 外被 タ ンパ ク
質はtrypsinによ り完全 に消化 され た。また ウイル ス粒子 とフ リーの外被 タ ンパ ク質 のプ ロテ アーゼ
に対す る感受性を比較検討 した結果、 フ リーの外被 タ ンパ ク質 は前 者に比べ極めて高 い感受性を示
した(Fig.8)。
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Fig.7.Polyacrylamidegeisshowingtheeffectoftryp-
sinonthecoatproteinof(a)CMV-Y,(b)CMV-Land
(c)CMV-O.Thevirionswereincubatedwithtrypsinal
differentconcentrationsinTENbuffer,pH7.0,at25ｰC
for、9hr・TheconcehtrationsoftrypsinWere1μ9/ml
(lane2),10pg/ml(lane3)and100Ng/ml(lane4),Lanel
wasthecontrolcoatprotein.LaneMwasthemolecular
weightmarker,
H.ウ イルス粒子の再構成
Fig.8.Polyacrylamidegetsshowingtheeffect
ofchymotrypsinonthecoatproteinofCMV-Y.
CMVvirions(lane1,2,3and4)andfreecoat
protein(lane5,6,7and8)wereincubatedwith
chymotrypsinatdifferentconcentrationsat
37ｰCfor2hr.Theconcentrationsofchymotryp-
sinwereINg/ml(lane2and6),10Ng/ml(lane3
and7)and100pg/ml(lane4and8).Laneland
swerecontrolCMVvirionsandfreecoatpro-
tein,respectively.
高イオン強度の影響 によりRNAと 外被タンパ ク質は解離 したが、イオ ン強度が低下すれば再結
合するはずである。そこで解離 したRNAと 外被タンパク質か らウイルス粒子を再構成させること
を試みたが、他種ウイルスおよび他系統CMVで 報告されている従来の方法ではCMV-Y粒 子は再
構成 しなかった。 しか しRNAと 外被タンパク質を高イオン強度下で混合 した後、TKDE緩 衝液
(0.02HTris-HC1、pH7,2、80mMKC1、1酬DTT、10剛EDTA)に対 して透析す る.ことによりCMV-Y粒
子の再構成に成功 した。そこで再構成の系を用いて各 ウイルスRNA間 で外被タンパク質との結合
親和性に違いがあるのか検討 した。その結果RNA1お よび2は 外被タンパク質と高い結合親和性
を示 し、一方RNA4お よびサテライ トRNAの結合親和性は低いという結果が得 られた(Fig.9,
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Fig.9.Sedimentationprofilesofreassembled
CMVvirionsin10to40%sucrosedensity
gradient.Fieassemblywascarriedoutwith
indicatedprotein/RNAratios.
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Fig-0,DistributionofCMVRNAcomponentsln10to
40%sucrosedensitygradient.Afterdensitygradient
centrifugation,thegradientswerefractionatedandthe
RNAcQmponentsineachfractionwereanalyzedby
1.5%agarosegelelectrophoresis.Lanenumbers
indicatedthefractionnumberS.LanelwasthetoP
fraction,andlane12wasthebottomfraction.(a)Purト
fiedCMV,Reassemblywascarrledoutwith
prQtein:RNA=0:1(b}or2:1(c}or5:1(d},
またRNA1、2、3、4お よびサテライ ト
RNAそ れぞれ単独でもウイルス粒子が形成
されることが電子顕微鏡観察の結果明らかと
なった。形成された粒子の大きさにはそれぞ
れのRNA間 で著 しい差異は認められず、粒
子の大きさ決める主たる要因は外被タンパ ク
質であることが示唆された(Table2)。
Table2.Thediameterofreassembledvirions
GncnpsidatedRNA Diam¢`¢r(nmヂ
Purifiednativevision
RNAs1+2←3+4+斜 止ヒ15i【ヒRNA
I+2
3
4
S鵠td肺止oRNA
謬封1
345;22
L土1 るリヨ
lll圭ll
Diametero[onehundredvirionsweremeasuredandvrlues
representthen.eanｱS.E.
1口.タバ コ植物体中におけるウイルスの形態形成
前述のようにinvitroにおけるCMVの 形態形成について解離と再構成の観点から検討 してき
た。そこで感染植物体内におけるウイルスの形態形成についても検討を行 った。
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1,CMV感 染 タ バ コ に お け る外 被 タ ンパ ク質 サ ブユ ニ ッ トの 経 時 的形 態 変 化
植物体 内にお けるウイルス外被 タ ンパ ク質の存在形態 につ いて、接種葉 における外被 タ ンパ ク質
の総 量な らびに ウイルス粒子構成外被 タ ンパ ク質 量をエ ライザ法 によ り接種後経 時的 に検討 した。
前者 、後者 ともに接種後5日 目に急激 な増加が認 め られた(Table3)。またフ リーおよび ウイルス粒
子構 成外被タ ンパ ク質の存在比率 は約1～4で あ り、両者の比率 にある特 定の経時的変化 は認 め ら
れなか った。
Table3.AmountsofrnatproteininCMVinoculated
tobaccoleaves
DayC
Am。u。巳、。r、。・【P,。【・i・(m創kg)巳F既 四i・i・b
ryX105
TotalVirion
?
?
?
?
?
?
?
?
1.0ｱ0.60.3ｱ0.2
4ｱ4.45.4ｱ35io
9ｱ6.16.9ｱS.120
8ｱ7943Sｱ3122
7t751370ｱ5832
0t2552240ｱ18360
Z.5
0.9
2.0
4.1
is
L7
a)Amountso[coatproteinareexpressedasmitigtamso[coatprotein
perklloQnmof[rtshtobaccoteatmaterial.
b)F鵬cco瓢pmtcbworederi▼edbyεob`rac`ing巳匝ountsofvirionfrom
巳o巴8題coatpm巳cin。
C)D縄yiロdic就esd風ys8【terinOC皿且8`ion.
2.CMV感 染 タ バ コ に お け る ウ イ ル スRNAの 存 在 形 態
接 種 後8日 目 の 接 種 葉 に お け るtota1ウ イ ル スRNAお よ び ウ イ ル ス 粒 子 構 成RNA、 そ れ ぞ れ の
セ グ メ ン ト 比 を ノ ザ ン プ ロ ッ トハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 比 較 し た 結 果 、 両 者 間 に 顕 著 な 差 は
認 め ら れ ず 、RNA1か ら4ま で の す べ て のRNAが 同 じ 効 率 で 粒 子 を 構 成 し て い る こ と が 示 唆 さ
れ た(Table4)。
Table4.ProportionsofRNAcomponents
Proportionso[RNAcomponents(%)
134
e罵pcrモ皿entIToよ8117.145437,4.
Vltioo21.751.926.4
experiment2Total6.3SS.138.6
Vidou10.346.643.O
experiment3Total9.162.328.5
Virioo10.951.637.3
experiment4Total24.030.345.7
Vir{on31。328、140.6
P面P・曲 …fRNA・ ・mp・… 【・w・・ed・【・rmi。・dbyn・虞h・m
blothybridiza[lon.
3.外被 タ ンパ ク 質 発 現 タバ コ に お け る ウイ ル ス抵 抗 性
CMV外 被タ ンパ ク質発現 タバ コはCMVの 感染 に対 して抵抗性を示す こ とが 明 らか とな って い
るが、CMVと 同 じcucumovirus群に属す るpenutstuntvirus(PSV)に対 して も、病徴 発現時期
一37一
の遅延および病徴の軽減 という抵抗性を示 した(Fig.11)。坦vitroにおいてCMV外 被タンパク
質とPSVR.NAに よりウイルス粒子が形成されたことか ら、抵抗性の発現のメカ亭ズムは侵入 ウ
イルスの脱外被阻害によるものであることが予想されたが、抵抗性発現の結果上位未接種葉が無病
徴となった個体の接種葉および上位未接種葉において、psvの 増殖が認められたことか ら(Fig.
12)、形質転換タバ コにおける抵抗性発現のメカニズムは侵入 ウイルスの脱外被阻害によるものでは
ないことが予想された。
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Fig.11.Percentageofleavesshowingsymptomsatdaily
intervalsfollowinginoculation(DAI).Transgenicplant103
(●口)and711{○[コ)wereinoculatedwith10μgCMVper
ml(circle)or50NgCMVperml(square)inanexpanded
6thtrue}eaf,しeaveswerescoredashavingpositive
symptomswhennon-inoculatedupperleavesshowed、
obvioussymptoms.
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Fig.12.RelativelevelsofCMVcoatprotein
thataccumulateinCMVinoculatedandnon-
inoculatedupperleavesat7dayspost-
inoculation,Transgenicplant103,711-aand
711-bwereinoculatedwith10ugCMVperml
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本研究では、CMVの 植:物体内における脱外被および粒子形成のメカニズムを解明するために、
ウイルス粒子の解離に関する解析およびウイルス粒子再構成法の確立ならびに再構成の解析を行 っ
た。その結果、1)ウイルス粒子の解離および再構成には外部環境のイオ ン強度が関与 していること、
2)フリーの外被タンパ ク質は構造的に不安定であること、3)外被タンパ ク質とCMVRNAユ 、
2との親和性は高 く、RNA4、 サテライ トRNAとの親和性は低いこと、4)CMV感染タバコに
は、フリーの外被タンパ ク質がウイルス粒子構成外被タンパク質よりも多 く存在 していること、ま
た各RNAの ウイルス形成の効率はRNA種 間で変わ らないこと、5)CMV外被タ ンパク質発現タ
バコはPSVに 対 して も抵抗性を示すことが明らかとなった。イオ ン強度が植物体内における脱外
被および粒子形成に関与 しているか否かは今後の検討を要するが、本研究は球状ウイルスの形態形
成のメカニズム解明のための一つの方向性を示すことができた。
一38一
論 文 審 査 の 要 旨
ウイルスの増殖は,ウイルス粒子が宿主細胞内に導入された後,脱 外被す ることによ り始ま
り,新たなウイルス粒子が形成されることで完結する。ウイルスの脱外被および粒子形成のメカ
ニズムは感染細胞内における解析が困難なため現在ほとんど解明されていない。そこでこれらの
現象を解明す るため の糸 口を見 いだす ためinvitroにおけ るキ ェウリモザ イ クウイルス
(CMV)粒子の解離と再構成について検討 した。CMV粒子の解離が高イオン強度下において認
められたことか ら,CMV粒子構造はRNA一外被タンパク質問のイオン結合により構築されてい
ることが明らか となった。さらに解離のプロセスを調べた結果,CMVを構成する各RNAセグメ
ン ト問で外被タンパク質との結合親和性は異なり,RNA4およびサテライ トRNAは解離 しやすい
ことが明らかとなった。CMV粒子の解離によりフリーとなった外被タンパク質サブユニヅトは,
フ。ロテアーゼに対 して高い感受性を示 し,ウイルスを精製する際に植物体 より由来 したと考えら
れるセリンプロテアーゼによりそのN末端側が特異的に切断されることが崩壊タンパク質のN末
端ア ミノ酸配列分析により明らか とな り,さらにプロテアーゼを用いた解析ならびに外被タンパ
ク質の構造解析を行った結果,外 被タンパク質のN末 端領域がウイルス粒子形成に関して重要な
役割をはた していることが示唆された。また,現在までに確立されていなかったCMV-Y系統 ウ
イルス粒子の再構成の手法を確立 した。この系を用いてRNA一『外被タンパク質問の相互作用に
っいて検討した結果,ウ イルスRNA各セグメントと外被タンパク質 との結合親和性にはRNA間
で差異が認められ,RNA1お よび2は粒子形成 されやす く,一方RNA4お よびサテライ ト
RNAは粒子形成されに くいことが明らかとなった。またこれまでCMV粒 子はRNA2サテライ
トRNA,RNA3と4が同一の粒子に含まれていると考えられてきたが,各RNAセ グメント単独
でもウイルス粒子が形成されることが再構成の実験 より明らかとなった。感染タバコ葉内におけ
るウイルス粒子の形態形成について検討した結果,感 染タバコ葉内にはフリーの外被 タンパク質
が多量に存在していること,またRNA1か らサテライ トRNAまで,全 てのRNAが同じ効率で
ウイルス粒子に取 り込まれていることが明らかとなった。以上の研究に より得 られた知見はin
vitroにおけるCMV粒子の形態形成を解明するための一つの方向性を示すものであると高 く評価
できる。 よって審査員一同は,本研究は博士(農 学)の 学位を授与するに値する内容と判定した。
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